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Di (n-butyl) phthalate (DBP) is a widely used plasticizer with many advantages such as 
durability, long life and low cost. Therefore, it is a widely used organic compound such 
as medical tube, lacquer, adhesive, leather, printing ink, safety glass, cellophane, dye, 
pesticide production, fragrance solvent, textile lubricant, and cosmetics. DBP is a 
rapidly excreted compound.After i.g. of DBP to rats, 90 to 96% of administered dose is 
excreted in urine within 48 hr. But some DBP transferred to the placenta or breast milk 
and passed into the next generation, with particular effects on Leydig and Sertoli cells 
in rodent neonates. However, it has been unclear how in utero exposure to DBP affects 
from postpuberty to adulthood in the next generation.In this study, we investigated the 
effects of in utero exposure to DBP on testicular Leydig and Sertoli cells from puberty to 
adulthood in the next generation. 
 
Chapter1 
The ultrastructural features of rat testicular Leydig cells exposed to DBP in utero from 
puberty to adulthood has examined. The animals were divided into 4 groups of 0, 10, 50 
and 100 mg DBP/kg/day and administered by gavage (i.g) from gestation days 12 to 21. 
Thereafter, the testes were harvested at the age of 5, 7, 9, 14, and 17 weeks after 
euthanasia.The present study describes atypical Leydig cell (LC) hyperplasia 
Sprague-Dawley rats with low testosterone and high luteinizing hormone levels after 
prenatal administration of 100 mg/kg/day di (n-butyl) phthalate on days 12 to 21 post 
conception. In testes exposed to 100 mg DBP, the total LC area and N/C of LC increased 
with age in weeks, and LC hyperplasia was observed.Aggregated LCs had atypical 
nuclei, abundant free ribosomes, stripped rough endoplasmic reticulum, 
intermediate-size filaments, elongated cytoplasmic filopodia, atypical tight junctions, 
and cilia formations.And, immunohistochemical analysis showed expression of 
proliferating cell nuclear antigen and vimentin in many hyperplastic LCs.Terefore 
Degenerative degeneration of the seminiferous tubules with numerous Sertoli cells was 
observed in the seminiferous tubules. Male rat offspring following exposure to 
100mg/kg/day DBP in utero has lower serum T values and higher Luteinizing 
hormone(LH) levels than controls from postpuberty to adulthood. DBP exposed rats in 
utero showed high LH levels from puberty to adulthood, but T levels were not elevated. 





Expression of strogen receptor α, β (ERα and ERβ) and androgen receptor (AR) in 
hyperplastic LCs was studied because, LC hyperplasia indicative of impaired testicular 
LC was observed in rats in utero exposed to 100 mg/kg/day DBP. At 5, 7, 9, 14, and 17 
weeks of age, Animals were euthanized. And these testes were harvested. In addition, 
the expression of ERαERβAR protein and mRNA was examined using RT-PCR. Rats 
were housed under conditions similar to those in Chapter 1. There was no significant 
difference in the expression of sex hormone receptors from 5 to 7 weeks of age. However, 
at 9 to 17 weeks of age, LC in the DBP exposed in utero group had significantly higher 
and lower ERα and ERβ and AR expression. The increased ERα in the testis suggested 
an increased sensitivity to estrogen in Leydig cells. The decreased AR also suggested a 
decreased sensitivity of Leydig cells to T. 
 
Chapter3 
Since decreased T production was observed from puberty to adulthood, the factors 
involved in T production, StaR and P 450 scc distributed in mitochondria (Mt) of LC and 
3 β-HSD, P 450 c 17 and 17 β-HSD distributed in sER, were molecularly studied. 
Testis exposed to 100 mg DBP/kg in utero were examined at 5, 7, 9, 14, and 17 weeks of 
age after euthanasia, and testis T values were determined. StAR, P 450 scc, 3 β-HSD, P 
450 c 17, and 17 β-HSD were examined for mRNA and protein expression. 
 This analyses revealed that StAR and P450scc, distributed in sER , levels in the DBP 
group were significantly lower at 5 and 7 weeks compared with the vehicle group but 
became similar during weeks 9–17. Although 3β-HSD, P450c17, and 17β-HSD, 
distributed in Mt , levels in the DBP group were similar to the vehicle control group at 5 
and 7 weeks of age, they were significantly lower during weeks 9–17. The inhibition of T 
synthesis by DBP exposure in utero was thought to change with growth, because the T 
synthesis-related enzymes distributed in sER were inhibited during puberty and those 
distributed in Mt during adulthood. 
 
Chapter4 
Testicles exposed to 100 mg DBP/kg showed degenerative changes in which 
seminiferous tubules are occupied by Sertoli cells (St). Normal St is known as having a 
markedly lower mitotic activity.It has been examined the ability of St to divide by the 
BrdU reaction in degenerative seminiferous tubules in the next generation of rat  
exposed to DBP. 
 Testis exposed to 100 mg DBP/kg in utero were examined at 5, 7, 9, 14, and 17 weeks of 
age after euthanasia.We investigated ST numbers ,number of vimentin labeled Sertoli 
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cells,  BrdU-positive Sertoli cells/Sertoli cell ratios ,and Percentage of DNA mitotic (S 
phase) cells in rats in utero exposed to 100 mg/kg/day DBP. 
 The numbers and diameters of ST testicular sections were statistically similar at 
weeks 7 and 9; however, at weeks 14 and 17, they were statistically different and 
displayed higher BrdU-positive Sertoli cells/Sertoli cell ratios in the DBP treatment 
group. In utero DBP exposure significantly increased Sertoli cell numbers and their 
cellular proliferation from postpuberty to adulthood. The significant increase in FSH 
after adulthood suggested that FSH caused Sertoli cell proliferation. 
 
Summary 
The lowest-observed-adverse-effect level for Leydig and Sertoli cells exposed to DBP in 
utero was 100 mg/kg. In the DBP group, significant inhibition of testosterone synthesis 
after puberty and adulthood and hyperplasia of atypical Leydig cells showing higher 
levels of hormone receptors such as increased ERα and decreased ERβ and AR were 
observed. In addition, the expression of testosterone synthesis-related enzymes 
distributed in sER was suppressed during puberty, and the expression of related 



























投与量の 90〜96％は 48 時間以内に尿中に排泄される、しかし、一部は胎盤に移行もしく
は母乳内に溶出し次世代に移行し、特にげっ歯類新生仔の精巣 Leydig 細胞 および Sertoli 
細胞に障害を及ぼすことが明らかにされている。しかし、胎生期 DBP 曝露が次世代の思春
期から成獣期へいかなる影響を及ぼすかについては不明とされてきた。本研究では、DBP
のラット胎生期曝露が次世代の思春期から成獣期の精巣 Leydig 細胞 および Sertoli 細胞
に及ぼす影響について以下４項目について検討を行った。 
 
第 1 章では、胎生期 DBP 曝露ラット精巣 Leydig 細胞の次世代思春期から成獣期における
超微形態について検討を行った。0mg、10mg、50mg、100mgDBP/kg/day の 4 つのグルー
プに分け、妊娠 12 日齢から 21 日齢まで強制経口投与投薬(i.g)を行った。その後次世代出
生、5 週齢、7 週齢、9 週齢、14 週齢、17 週齢の各週齢で、安楽死後精巣を採材した。 
胎生期 100mgDBP/kg 曝露の精巣では他群と比較して、総 LC 面積、LC の N / C は週齢に
従い増加し LC 過形成が認められた。過形成 LC には、核小体を伴う非定形の核と粗面小胞
体、遊離リボソーム、中間系ミクロフィラメント、微小管束、細胞突起、線毛が認められ
た。さらに過形成 LC は免疫組織化学的に PCNA とビメンチンに陽性を示した。また、精
細管中に、多数の Sertoli 細胞を認める精細管の退行変性が認められた。DBP 曝露群は次
世代思春期から成獣期で、有意に低い精巣 T 値を示したのに対して、精巣 Luteinizing 
hormone(LH)値は有意に高い値を示した。DBP 曝露群の次世代ラットは、思春期から成獣
期で高 LH 値を示すも、T 値が上昇しないことから、LC 過形成が発現したものと考えられ、
LC の障害が示唆された。 
 
第 1 章において、胎生期 DBP100mgDBP/kg 曝露群ラットでは、精巣 LC の障害を示唆す
る LC 過形成が認められたので、第 2 章では、ホルモン受容体である estrogen receptor α、
β(ERα、ERβ)および androgen receptor(AR)の、過形成 LC おける発現について検討を
行った。胎生期 DBP 曝露群の次世代ラットを 5 週齢、7 週齢、9 週齢、14 週、17 週齢時
点で安楽死後精巣を採材した。さらに RT-PCR を用いて ERαERβAR たんぱく質および
mRNA の発現について検討した。ラットは第 1 章と同等の条件下で飼育した。 
5 週齢から 7 週齢時点で、性ホルモン受容体の発現に、有意差は認められなかった。しかし、
9 から 17 週齢時点では、DBP 曝露群の LC では、有意に高い ERα、および、有意に低い
ERβと AR の発現が見られた。精巣の ERαの増加から Leydig 細胞におけるエストロゲン





T 産生低下が思春期から成獣期に認められたことから、第 3 章においては、T 産生に関与す
る因子、LC のミトコンドリア(Mt)に分布する StaR、P450scc と、sER に分布する 3β-HSD、
P450c17、17β-HSD について分子生物学的に検討した。 
胎生期 100mgDBP/kg 曝露の精巣を 5、7、9、14、17 週齢時点で、安楽死後に精巣を採材
し、精巣 T 値を測定した。また、StAR、P450scc、3β-HSD、P450c17、17β-HSD、に
ついて、mRNA の発現とタンパクの発現を検討した。 
 DBP 曝露群で思春期 5、7 週齢における sER の 3β-HSD 、P450c17、17β-HSD の発
現量が、有意に低い値を示した一方で、9、14、17 週齢時点では、これらの発現量は対照
群と有意差はみられなかった。これ対して、DBP 曝露群における、Mt に分布する StAR, 
P450scc の発現は、5、7 週齢時点では、対照群と比べて有意差は認められなかったが、9
週齢以降で、有意に低い値を示した。思春期には sER に分布する T 合成関連酵素が抑制さ
れ、成獣期では Mt に分布する関連酵素が抑制されたことから、胎生期 DBP 曝露による T
の合成の抑制は、成長に伴い変化すると考えられた。 
第 4 章 
100mgDBP/kg 曝露の精巣では、精細管が Sertoli 細胞(St)で占められる退行変性を示すこ
とが明らかとなった。正常 St は細胞分裂能が顕著に低いことから、第 4 章では、DBP 曝露
群の次世代において、退行変性を示す精細管における St の細胞分裂能を BrdU 反応で検討
した。次世代 5、7、9、14、17 週齢時点で、ラットから安楽死後精巣を採材した。精細管
あたりの BrdU 陽性 St の数を検討し、BrdU 陽性 St/（BrdU 陽性 St+ BrdU 陰性 St）の割
合を算出し、DNA 分裂期(S 期)細胞の割合を検討した。DBP 曝露群ラットの精巣あたりの
精細管の数と直径を検討した。DBP 曝露群の精細管の数は、7、9 週齢時点では対照群と比
べ有意差はなかったが、14、17 週齢では有意な増加を示した。また、精細管あたりのビメ
ンチン陽性 St 細胞数は、DBP 曝露群ラットは、7 と 9 週齢時点で対照群と同様の値を示し
ていたが、14、17 週齢時点で対照群と比べて有意に高い値を示した。BrdU 陽性 St/St の
比率は、14、17 週齢時点で、有意に高値を示した。DBP 曝露群の精巣の St 増殖能が、成
獣期に上昇することが明らかとなった。成獣期以降に FSH が有意な増加を示すことから、
FSH により、Sertoli 細胞の増殖が引き起こされたと考えられた。 
 
「総括」 












出し次世代に移行し、特にげっ歯類新生仔の精巣 Leydig 細胞および Sertoli 細胞に障害を
及ぼすことが、先行研究で明らかにされている。しかし、胎生期 DBP 曝露が次世代の思春
期から成獣期へいかなる影響を及ぼすかについては不明とされてきた。 






























第 1 章 
胎生期 Di(n-butyl)Phtalate 曝露ラット精巣 Leydig 細胞の超微形態学的検討 
 
概要 
 胎生期 DBP 曝露ラット精巣 Leydig 細胞の次世代思春期から成獣期における超微形態に
ついて検討を行った。胎生期 DBP 曝露ラットは、形態学的な特徴として、成獣時に精巣
Leydig 細胞(LCs）滑面小胞体 sER の消失を示した。妊娠 12 日齢から 21 日齢にかけて、
胎生期 DBP(0、10、30、50、100mg/kg/day)曝露させたラットから、次世代 5、7、9、14、
17 週齢時点で精巣を採材し、LCs の超微形態学的検討を実施した。胎生期 100mg/kgDBP
曝露群の精巣 LCs は、生後 7 週齢および 9 週齢時点で、たんぱく質を含有する小胞を持た
ない sER を豊富に有する。それら sER は 9 週齢以降経時的に数を減らしてゆき、17 週齢
時点で消失する。胎生期100mg/kgDBP曝露群以外の濃度の胎生期DBP曝露群においては、
sER に形態学的な変化は認められなかった。100mg/kgDBP 曝露群の LCs の総数は、9 週
齢から 17 週齢にかけて、有意に増加していた。光学顕微鏡観察により、100mg/kgDBP 曝














そして食物包装が該当する(OSHA  2009)。製造業者ごとに製品に含有される DBP の濃度
には大きなばらつきがあるが、ポリ塩化ビニル中の濃度は 8.5％(Kawakami Isanma1 
Matsuoka 2011)、化粧品中の濃度は 5.98％(Hubinger et al. 2006)という調査結果がある。 
フタル酸エステルの曝露は実験動物に様々な影響を与えるが、特に精巣の発達に最も深
刻な影響を及ぼす(Mylchreest et al. 2002)。ただし、DBP は非常に速やかに体外に排泄さ
れる物質であり、投与量の 90〜96％は 48 時間以内に尿中に排泄される Hoppin et al.、
2002）。また、胎生期 DBP 曝露は異常な性腺細胞の発達を示すことも報告されている（Alam  
et al. 2010）。さらに、胎生期 DBP 曝露は、仔ラットに精巣発育不全を誘発するが、この発
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育不全 DBP および DBP 代謝物が直接的に関与しているものだとは考えられていない
（Mylchreest et al. 2002）。LC 過形成は、DBP 曝露を受けた雄動物の、精巣発育異常の重
要な原因にである可能性が示唆されている（Mylchreest et al. 2002; Barlow、Phillips、and 
Foster 2004）。雄のラットが胎生期に DBP の曝露をうけると、精巣テストステロン（T）
の合成が抑制されて、結果として DBP は抗 Androgen として作用し、成人期に LC 過形成
を発症させる。（Mylchreest et al. 2002; Barlow、Phillips、and Foster 2004; Mahood et 
al. 2005）。DBP 以外のフタル酸エステルの曝露は、ラット LC の滑面小胞体（sER）の小




DBP (99.8% pure)は Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI)から購入した。生後 8 週齢
の雌 Sprague-Dawley ラット(n=20)を SRL Co(静岡、日本)から妊娠 0 日目に調達した。妊
娠 0 日目は、交尾が確認された日とした。到着後、無作為化を活用して分配した。飼育は、






DBP(0、10、50、100mg/kg/day)を混合した 0.5ml のコーンオイル(Nacalai Tesque 
INc.,Osaka,Japan)を 4 つの群の妊娠ラット（1 群あたり 5 頭）に妊娠 12 日齢から 21 日齢
の間に経口投与(i.g.)した。新鮮な溶液を毎朝に調製し、午前 9 時に投与した。レジメンは、
100mg/kg/dayDBP 胎生期曝露群が有害な影響を与えると報告した研究に基づいて作成し
た(Mylchreest et al. 1999; Barlow and Foster, 2003; Wakui et al, 2013,2014)。生まれた仔
は出生時に体重を測定し、性別判断を行った。DBP、コーンオイルを投与されていない母
ラット 1 匹につき、4 匹の雄と 4 匹の雌で計 8 匹の子供を割り当てた。リッター調節で数を
調節した。生後 21 日目に離乳を行った。仔ラットは、ポリカーボネイトケージ中で飼育し、
床に敷いた木材チップは5日ごとに交換した（1ケージあたりに単一性別の4頭を飼育した）。 
 5、7、9、14、17 週齢時点で、DBP 処理および対照群の雄のラットを麻酔し、CO 2 の
過剰摂取により安楽死させた。精巣を採取し、その重量を計った。光学顕微鏡観察のため
に、精巣を 24 時間に固定し、4mm パラフィン切片を作成し、ヘマトキシリンおよびエオ
シンで染色をした（H＆E）。増殖細胞核抗原（PCNA）およびビメンチンの発現を観察する
ため、抗 PCNA モノクローナル抗体(Dako, Hamburg, Germany; diluted 1:50)と抗ビメン




巣サンプルを 0.1M リン酸緩衝化 1.2％グルタルアルデヒド中で 2 時間固定し、次いで 1.0％
四酸化オスミウム中で 2 時間後固定した。段階的にアルコール中で脱水した後、試験切片
を Epon812 にて包埋した。薄い切片を Porter-Blum MT-IIb ウルトラミクロトームで切断
し、メチレンブルーで染色するか、またはスリットグリッドに載せた。酢酸ウラニルおよ
びクエン酸鉛で二重染色した後、切片を Hitachi H-2000 電子顕微鏡で観察した。精巣 T お
よび LH レベルは、放射免疫測定法（Milchreest et al. 2002）により測定した。それぞれ






対照群と比較して特徴的な構造学的変化は胎生期 100mg/kg DBP 曝露群でのみ認められた。
7 週齢時までの仔ラットの精巣重量は、胎生期 100mg/kgDBP 曝露群と対照群の間で有意差




週齢以降の胎生期 100mg/kgDBP 曝露群 LCs では、異常所見が観察された。内部に多量の
sER を有するが、sER の形態は、たんぱく質を含有する小胞を持たない異形成を呈してい
る。胎生期 DBP100mg/kg 曝露群の 9 週齢以降の精巣について超微形態学的検討を実施し
た結果、9 週齢以降の個体において、精細管の退縮、卵形のかつ異染色の核小体、たんぱく
質を含有する小嚢を持たない sER、いびつな細胞接合、微小管束、細胞突起、繊毛が認め
られた。また 9 週齢以降で、胎生期 100mg/kgDBP 曝露群精巣では異形成 LCs の過剰増殖
が認められた。加齢に伴い、sER の消失を伴う精巣の萎縮が観察され、LC 中の細胞の数の
増加が観察された。LCs 中の sER の密度は 9 週齢から減少を示し、14 週齢時点ではほとん
どされなかった。17 週齢時点では、LCs 中に sER は観察されなかった。9 週齢から 14 週




しかし、これらは LC 腺腫には分類されない病変である(McConnell et al. 1992)。結節性病
変は、LC の直径が、精細管 3 本分の直径よりも幅広い場合において、腺腫と診断がくださ





およびビメンチンに対して陽性であった(1 章図 2)。胎生期 DBP100mg/kg 曝露群ラットの
LCs は、嚢状構造をもたない sER が内部に数多く認められると同時に、ステロイドホルモ
ンの欠乏していることが明らかとなった(1 章図 3,4)。この時、ミトコンドリア腫脹を表す
ミトコンドリアの総数の増加は認められず、ゴルジ体の形状変化も観察されなかった(1 章
図.3-5)。また胎生期 100mg/kgDBP 曝露群ラットの Teststeron（T）レベルは、対照群と比
較して、7 週齢時点から 17 週齢時点において、有意に低い値を示した。7 週齢から 9 週齢、
すなわち思春期の間、胎生期 100mg/kgDBP 曝露群ラットは対照群よりも有意に低い精巣
LH レベルを示した。しかし、9 週齢から 17 週齢時点においては、胎生期 100mg/kgDBP
曝露群ラットの精巣 LH レベルは、対照群と比較して有意に高い値を示した。。
DBP100mg/kg 胎生期曝露群の LH のレベルは、5 週齢から 7 週齢の間にかけて、対照群と
比較して有意に低い値を示していた。9 週齢以降は有意に示した。観察期間内においては、





ている(Harris et al. 1997; Gray and Furr 2006; Mylchreest et al. 2002)。しかし、成獣期
にテストステロンの減少および LC 過形成を引き起こしており、DBP 曝露は、出生前もし
くは出生後ラットに対して、抗Androgen 的に作用していた(Mylchreest et al. 2002;Barlow 
et al. 2004)。LCs 過形成内で観察された核の異形および核小体はまた、特発性ヒト LC 過
形成病変と似た特徴を表す。(Sodertro 1987)。通常の LC は、大量の sER を含有するため、
コレステロール代謝と T 産生について高い活性をもつとされた(Ghadially 1975 、
Soderstrom 1987、Akingbemi et al. 2001、Barlow, Phillips, and Foster 2004、Hu et al. 
2009)。またフタル酸(di(2-ethylhexyl)  phthalate,  di-n-pentyl phthalate,  di-n-octyl  
phthalate,  and  diethyl  phthalate)を 2 日間投与した 6 週齢から 8 週齢のラットでは、
LC で sER が小胞化および拡張することが認められたが、sER の総量は有意な減少をしめ
さなかった（Jones et al. 1993）。今回過形成病変を示した LC で sER はほとんど観察され
なかった。この所見から、胎生期 DBP 曝露は、DBP 以外のフタル酸エステル類の曝露よ
りも、LC に対して強い精巣毒性を引き起こすことが示唆された。実際に、DBP 曝露群の T
レベルは対照群と比較して有意に低い値を示していた。ラット、マウス、モルモット、お
よびヒトの正常な LC において、T 代謝に関与すると考えられている微小体が、(Soerstrom 
1987 Jones et al. 1993) この研究で観察した過形成LCｓ上では認められなかった。さらに、
過形成性 LC 中で数多く観察された中間径フィラメントは、sER や微小体も含む細胞小器
官の減少に対する代償的な証拠であるとされた（Ghadially 1975; Soderstrom 1987）。隣接
する LC に接する細胞突起の数、遊離 ER、およびいびつな細胞接合の増加が観察され、こ
れらは前がん病変の特徴と一致していた。さらに、今回の研究で観察された、1 つの LC に
13 
 
1 本ないし 2 本の繊毛が生じる現象は前がん病変の特徴と類似していた（1 章図 4）。繊毛が
生じる現象は、人間男性（Takayama 1981）、ウサギ（Crabo 1963）、および犬（Connell and 
Christensen 1975）でそれぞれ報告されていた。繊毛形成が LCs の過形成と具体的にどの
ような関係があるかは記述されていない。しかし、繊毛は細胞増殖の制御およびいくつか
の発達シグナル伝達経路で重要な役割を果たすことが示唆されていた(Seeley and 
Nachury 2009 )。 
慢性的 LH 刺激は、ラットの LC 過形成を誘発すると報告された。（Jegou and Sharpe 
1993）、不妊に悩む男性は、一般男性よりも血清 T 値が有意に低く、LH レベルが有意に高
いため、一定の LC 機能障害を生じていることが示唆された(Soderstrom 1987; Holm et al. 
2003）。出生後の雄ラットに対する高容量 DBP 曝露は、LCｓ数の増加を伴う精巣の形成不
全および精巣ステロイドホルモンの不変化もしくは減少を引き起こすと報告されている
(Kim et al.2004、Alam et al. 2010)。そして、di(2-ethylhexyl) phthalate、di-n-pntyl phhalte、
di-n-octyl phthalate diehylphthalate等のフタル酸エステルを 6週齢から 8週齢ラットに 2
日間投与することで、LC 上の ER の小嚢化と膨張が認められたという、超微構造学的検討
が実施された (Jones et al. 1993)。また妊娠 12 日齢から 21 日齢の間、妊娠ラットに対し
てフタル酸エステルを毎日投与することは、LCｓ中でステロイド生成能が欠乏した sER を
大量に含有する像が観察されることと関係があると考えられた。成獣期、すなわち生後 9
週齢以降、胎生期 100mg/kg 曝露群 LCs 中の sER の総量、は加齢に伴い緩やかに減少し続
け、17 週齢時点では LCs がほとんど観察されなくなる。これらのデータより、DBP 曝露
は LC 中の sER に対して、経時的な形態学的影響を及ぼすことが示された。フタル酸エス
テルを経口投与すると、それらは 48 時間以内に速やかに代謝され排泄されることが明らか
になっている(Hoppin et al. 2002)。胎生期に曝露を受けると胎児の LCｓは直接的な影響を
受ける。胎生期曝露は、思春期の LCｓの数を増減させない。しかし、90 日齢以降になる
と、テストステロン不足が引き金となる精巣内テストステロイド生成に対する代償的な反
応として、LCｓの数が増加する(Mylchreet et al. 2002、 Barlow Foter 2003、Hu et al. 
2009)。また一方で、胎生期にフタル酸エステルを 100mg/kg 曝露させることで、5 週齢か
ら 17 週齢までのすべての時点において、T レベルは有意に低い値を示す。LCs の数の増加
は 7 週齢時点まで観察されなかったが、100mg/kg 胎生期曝露群においては、9 週齢以降に
おいて有意な LCｓの数の増加を示し、その数に応じて LH レベルも有意な増加を示した。
人間の患者における LC 過形成は、低い精巣 T レベルおよび高い LH レベルにより引き起
こされた(Booth et al. 1987、Holm et al. 2003)。ラットにおいては、胎生期 100mg/kgDBP
曝露は、思春期後に sER の増加および異形成 LCs の増殖を引き起こすとされている。この
増加は、LCs および血清 LH レベルの増加と相関していた。胎生期 100mg/kgDBP 曝露群
ラットは、LCs 内に拡張した小嚢を含まない sER を形成した。それら sER の総数は、成獣




ルチコイドがその異常を増幅されている可能性があること(Howdeshell et al. 2007)。2) コ
レステロール調節結合たんぱく質 REBP2 依存性遺伝子発現経路の阻害とも相関性がある
こと(Drake et al. 2009)。3) 胎児の Leydig 細胞を介したフタル酸曝露によるステロイドホ
ルモンの生成の抑制作用が、霊長類およびげっ歯類に引き起こされること(Hallmark et 
al.2007)。4) ラットの胎生期フタル酸曝露が引き起こす出生後の LC の顕著な変化は、成獣
期に sER の消失を導くこと(Wakui  et al. 2012)が立証されているが、これらについての分
子構造学的かつ用量依存的影響について解明されていない。 
 100mg/kgDBP 胎生期曝露により、Leydig 細胞に毒性がみられたことから、最小毒性量
は 100mg/kg/day と考えられる。DBP 胎生期曝露群において、異形 Leydig 細胞が増加する
ことから、DBP の対象臓器が Leydig 細胞と考えられた。次世代の有意に低いテストステ

































                     


















胎生期 DBP 曝露群の LCs 過形成の光学顕微鏡写真 bar=100μm 
A）結節性の特徴はないが、重度に変性した精細管に囲まれた LC 過形成の病変。 





LC の細胞質は、PCNA 陽性を示した。 
D)（A）の連続した部位における、ビメンチンの免疫組織化学分析である。多くの過形成
性 LC の細胞質は、ビメンチン陽性を示した。 
 
 
図 3. bar=100μm 
 (A)(B)は対照群の代表的な電子顕微鏡下の写真である。卵形核、豊富に発達した sER、拡
張した小胞を含み、大量のミトコンドリアが観察される。 
































 胎生期 DBP100mgDBP/kg 曝露群ラットでは、精巣 LC の障害を示唆する LC 過形成が
認められたので、核内受容体であり性ホルモン受容体である estrogen receptor α、β(ER
α、ERβ)および androgen receptor(AR)の、過形成 LC おけ発現について検討を行った。5
週齢、7 週齢、9 週齢、14 週齢時点および 17 週齢時点の 5 段階で、Estrogen と Androgen
の受容器である、estrogen receptor α、β(ERα、ERβ)および androgen receptor(AR）
発現について精査した。免疫組織化学、ウェスタンブロッティング、RT-PCR の手法を用い
て ERα、ERβ、AR 発現たんぱく質および RNA 量の測定を実施した。結果、5 週齢から
7 週齢時点のラット思春期の間では、DBP 投与群中 mRNA 量は DBP 投与群と対照群の間
に違いは認められなかった。一方で、胎生期 DBP 曝露群ラットは、9 週齢から 17 週齢の
成獣期においては、有意に高いレベルの ERα、および有意に低いレベルの ERβおよび AR
の発現を表した。胎生期 DBP 曝露は成獣期のラットの LC 増加を引き起こす。またこの増
加は、LC 内の ERαの増加および ERβと AR の減少が原因である考えられる。 
 
材料と方法 
 DBP (99.8% pure)は Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI)から購入した。生後 8 週齢
の雌 Sprague-Dawley ラット(n=20)を SRL Co(静岡、日本)から妊娠 0 日目に調達した。妊
娠 0 日目は、交尾が確認された日とした。到着後、ランダマイズを活用して分配した。飼
育は、約 22±2℃かつ 12 時間の明暗サイクルの環境下で実施した。高効率微粒子空気
（HEPA）でろ過した大気置換室で、木材チップを敷いたポリカーボネートケージに個別に
収容した。動物には食餌(MF、OrientalYeast,Osaka,Japan)と水を自由摂取させた。DBP(0
（対照群）、10、50、100mg/kg/day)を混合した 0.5ml のコーンオイル(Nacalai Tesque 
INC .,Osaka,Japan)を 4 つの群の妊娠ラット（1 群あたり 5 頭）に妊娠 12 日齢から 21 日
齢の間に経口投与(i.g.)した。新鮮な溶液を毎朝に調製し、午前 9 時に投与した。レジメン
は、100mg/kg/dayDBP 胎生期曝露群が有害な影響を与えると報告した研究に基づいて作成
した(Mylchreest et al. 1999; Barlow and Foster, 2003; Wakui et al, 2013,2014)。生まれた
仔は出生時に体重を測定し、性別判断を行った。DBP、コーンオイルを投与されていない
母ラット 1 匹につき、4 匹の雄と 4 匹の雌で計 8 匹の子供を割り当てた。リッター調節で数
を調節した。生後 21 日目に離乳を行った。仔ラットは、ポリカーボネイトケージにて飼育
を行い、床に敷いた木材チップは 5 日ごとに交換した（1 ケージあたりに単一性別の 4 頭を






で、厚さ 5μm の組織切片が精細管全体の断面を示すよう薄切した。 LC の数は、コンピ
ューター形態計測プログラム Image-Pro Plus バージョン 7.0.1（Media Cybernetics、Inc.、
Bethesda、MD）を使用して、セクションごとに 16×10^4μm の 50 以上の正方形領域にお
いて、ランダムにカウントした。特異性が確認されている ERα、ERβ、および AR 抗体
を用いた (Saunders et al. 1997; Wakui et al. 2011)ERαの検出には、ERβと構造上の類
似点を持たない(Saunders et al. 1997 Wakuiet al. 2011)マウス抗 ER 抗体である MC-20 血
清(Santa CruzSanta Cruz CA)を使用した。ERβの検出には、ウサギ抗 ER 抗体である
PA1-310 抗血清(Affinity BioReagents Golden CO)を、AR の検出にはウサギ抗 AR 抗体で
ある PA1-111 血清(Affinity BioReagents Golden CO)を用いた。これら血清はアフィニティ
精製で製造されている。免疫組織学的検査は ABC 法を用いて行った。 
 
結果 
妊娠 12 日齢から 21 日齢まで飼養した DBP 投与群の体重量には変化は認められなかった。 
生まれてくる仔ラットの個体サイズおよび生存率、および性別の偏りにも、対照群と比べ
て差異は認められなかった(Shirai et al. 2013)。7 週齢時までの仔ラットの精巣重量は、投
与群と対照群の間で差異は認められなかった。しかし、9 週齢時点において、胎生期曝露群
ラット精巣重量は顕著な減少を示した(Shirai et al. 2013)。一方で、DBP 投与群は、対照
群と比較して、T レベルの有意な減少がすべての週齢において発生している。精巣 LH レベ
ルは、7 から 9 週齢、すなわち思春期には、DBP 投与群は、対照群よりも低い値を示した。
しかし一方で、9 から 17 週齢時点においては、対照群と比較して顕著に高い値を指し示し
た(Shirai et al. 2013)。光学顕微鏡下および電子顕微鏡下の、ラットにおける LCs の観察を、
胎生期 100mg/kg 投与群および対照群それぞれについて、5 から 17 週齢の各週齢にて行っ
た。顕微鏡観察下での精巣構造は、7 から 9 週齢時点では対照群と有意差のない構造を示し
ていた。しかし加齢に伴い、拡張した精原細胞の消失を伴う精巣の萎縮が徐々に観察され、
LC 中の細胞の数の増加が観察された。また、9 週齢以降、精巣の萎縮および異形成 LCs の
過剰増殖が認められた。免疫組織学的検査とウェスタンブロットにより示された、胎生期
DBP 曝露群および対照群の LC 中で発言した ERαERβAR は 5、7 週齢時点で近しい値を
表した。しかし 9-17 週齢間において、ERαは増加を示し、ERβと AR の発現は DBP 曝
露群において減少傾向を示した(2 章図 5)。RT-PCR による検証においても、ERαと ERβ、
AR の mRNA の発現は 5 週齢から 7 週齢時点で曝露群と対照群の間で差異は認められなか
ったが、9 週齢から 17 週齢時点において、ERαmRNA は高値を、ERβmRNA と AR は







する LCs(Harris et al. 1997、Paech et al.1997、 Mylchreet et al. 1999、Parks et al. 2000、
Akingbemi et al. 2001、Foser et al.2001、Gray et al. 2001、Akingbemi et al.2004、Selva 
et al. 2004、Alam et al. 2010)。出生後ラットにおける、未成熟の LCｓおよび成熟 LCs の
二つの状態における LCs の生成状況がそれぞれ調査された。後者はほとんどの 8 週齢のラ
ットで分布が認められた。成熟 LCs は二次性徴、交尾行動、および受胎に必須である(Chen 
et al. 2009、 Wu et al.  2010)。成熟 LCs に対する DBP が及ぼす直接的な作用は、T レベ
ルの減少、および LH レベルの補填的な増加である(Pan et al. 2006)。未成熟 LCｓに対す
る直接的な DBP の作用は 4 週齢の思春期ラットに 30 日間 DBP を曝露させることで発生
する(Ryuet al. 2007)。そしてまた、Diethylhexyl phthalate(DEHP)の場合は 28 日間曝露
させることによって 3 週齢時点で発現する(Akigbemi et al. 2001)。その作用は精巣テスト
ステロンレベルの上昇および血清 LH レベルの上昇である。さらに 5 から 14 日齢ラットが
DBP 曝露(Kim et al. 2004)もしくは 4 週齢のラットに 30 日間 DBP を投与する(Ryu et al. 
2007)ことにより、精巣 ERβおよび AR の値の有意な下降が認められたが、精巣 ERαのレ
ベルは変化を示さないか、もしくは不明瞭な変化であった。 
一方で、妊娠時の成熟 LCｓに対するフタル酸曝露の影響は、生後の曝露による影響とは
また異なるものと考えられている(Mylchreest et al. 1998、Brlow、Foster 2003 Wakui et 
al.2012、 Shirai et al.2013)。なぜなら DBP は速やかに胎盤を経由して胎児に移行するか
らであり(Clowellet al. 2008)、フタル酸モノエステルの半減期は 24 時間であることから、
胎児に対する曝露は速やかに終了し、DBP はラットの仔の体内から除去される(Hoppinet 
al. 2002、 Barlow,Foter 2003)。妊娠期の DBP 曝露は、母体の LCｓに直接の影響を与え
ないが、DBP は、胎児の LCｓに刺激を与えて、過形成を伴う非定型成熟 LCｓが引き起こ
す(Wakuiet al. 2012、 Shiraiet al. 2013)。成獣期の低 T レベルは、胎生期 DBP 曝露を受
けた LCs が分子形態学的に非常に少ない ER レベルを示したために生じた(Wakuiet al. 
2012、 Shirai ら 2013)。胎生期 DBP 曝露が、成獣期に LC 過形成を伴う高 LH レベルを
示すのは、不十分な T に対する補償的な反応と考えられている(Mylchreest 1998、Gray 
1999、Mylchreest 2001、Shultz 2001、Mylchreest 2002、Barlow 2004)。T の減少は LCs
中 ERαの活動を促進して(Delbeet al. 2005)、胎生期の DBP 曝露による成獣期 LCs の過形
成は、ERαの経路活動の増強により引き起こされるとされている。胎生期 DBP 曝露は成
獣ラットの LC に不可逆の影響を与えた。そして LCs の過形成はまた、LH レベルの向上と
LCs 上の ERαの高い発現を引き起こすと考えられる。さらに精細管の退縮が T レベルおよ









(A)単位平方あたりの Leydig細胞数（16×10^4-µm）(B)精巣テストステロン（ng / ml）レ







図 2.  
免疫組織化学法により ERα抗体を分析した。Leydig 細胞、セルトリ細胞、および尿細管周
囲細胞の核に褐色の免疫組織化学的染色が認められた。Leydig細胞の数は年齢とともに増





 免疫組織化学法により ERβ抗体を分析した。Leydig 細胞、Sertoli細胞、および尿細管周
囲細胞の核に褐色の免疫組織化学的染色が認められた。Leydig細胞の数は年齢とともに増





 免疫組織化学法により ERα抗体を分析した。Leydig 細胞、Sertoli細胞、および尿細管
周囲細胞の核に褐色の免疫組織化学的染色が認められた。Leydig細胞の数は年齢とともに



















図 7.RT-PCR法による 5,7,14,17週齢ラット精巣における(A)ERα(B)ERβ(C)AR それぞれの























第 3章「胎生期 DBP曝露ラット精巣 Leydig細胞の Teststeron生合成酵素発現に関する検
討」 
概要 




た。胎生期 DBP曝露ラットの LC中の ERは思春期以降数を減少し、最終的に消失すること
が明らかになった。 RT-PCRおよびウェスタンブロッティング分析により、胎生期 DBP曝露
群ラットの StARおよび P450sccレベルは、対照群と比較して 5および 7週齢時点で有意に
低かったが、9から 17週齢時点で有意な差がなくなるまで上昇することが明らかになった。























DBP (99.8% pure)は Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI)から購入した。生後 8週齢











た(Mylchreest et al. 1999; Barlow and Foster, 2003; Wakui et al,2013,2014)。生ま
れた仔は出生時に体重を測定し、性別判断を行った。母ラット 1匹につき、4匹の雄と 4匹


















片を検査した。白井 et al.によって確立された sERを定量化するための分析法を用いた。
この研究では、sERの量として半定量化するために、重複を避けるために単位円（直径 2.0 
µm）を重ね、LCの細胞質領域の電子顕微鏡写真の各 sER質量に対して 15,000 倍の倍率でラ
ンダムに撮影し、サンプリングバイアスを防いだ。単位平方あたりの単位円の数（8.4 µm 






から計算を行った。長さと幅の比が 2未満の Mtを適用した。 Mt、核、および LC細胞質の








た。試料の検出限界(LOD)は 40pg/tissueであった。冷凍精巣から QIAshredding ホモジナ
イザーおよび RNeasy Plus Mini Kit(Qiagen Inc.、sdValencia,CA)を用いて Total RNAを
抽出した。分離後、得たRNAサンプルAgilent2100bioanalyzer(Agilent Technologies Inc.、
Santa Clara,CA)および RNA6000 LabChip Kit(Agilent Techonologies)を使用して精査した。
TaqMan Reverse Transcription kit(PE Applied Biosystems,Foster City,CA)を用いて一
本鎖 cDNAを生合成するために各 RNAサンプルから 100ngのサンプルを用いた。ついで 2ス
テップのプロトコルを用いて。対照群は RNA-RTを用いず、また no RNA＋RTの状態で合成
を実施した。Reverse transcription を含有する 1×TaqMan RT buffer:5.5 mM MgCL2;500mM 
dATP,dGTP,dCTP、それぞれにおいて 500mMを最終的に混合した。標的遺伝子の定量調査に
おいては、RT-PCR(ABI Prism 7700 Sequence Detection System, PE Applied Biosystems 
TaqMan chemistry and probesTaq manを用いた分析を実施した。標的遺伝子の TaqManプロ
ーブおよびプライマーは、事前検証済みの TaqManアッセイ、すなわち（Applied Biosystems 
Inc.、Foster City CA)(StAR：Rn00280695 m1、 P450scc：Rn00568733 m1、 3β-HSD：Rn01774741 
m1、 P450c17：Rn00562601 m1、17β-HSD：Rn00563388 g1)最適なプライマー、プローブ、
cDNA濃度は、別個の実験セットによって決定された。 PCR反応は、各サンプルの第 1鎖 cDNA
（2.0 ml）、Universal PCR Master Mixキット（PE Applied Biosystems）、250 nM TaqMan
プローブ、0.16 U AmpErase UNG（ウラシル N-グリコシラーゼ）、900 nMTaqMan プローブで
行った。標的遺伝子および GAPDHのフォワードおよびリバースプライマー。 2つ実験それ
ぞれで、サンプルごとに 3つの測定を実行した。結果は、ABI Sequence Detector ソフトウ
ェアバージョン 1.7（PE Applied Biosystems）で分析した。標的遺伝子発現の相対定量化
のために、標準曲線法が適用した。製造元の推奨に従って、クローニングキット TOPO II TA
（Invitrogen, Carlsbad, CA）を使用して各 PCR産物から得られたトータル RNAサンプル
の 5種類の希釈（100、50、25、10、5.0 ngを含む）で、各ターゲット遺伝子 cDNAおよび
GAPDH増幅プロットの検量線を調べた。標的遺伝子の正規化された値は、平均標的遺伝子値
を平均 GAPDH値で割ることによって決定された。商の標準偏差(SD)は、次の式を使用して、
標的遺伝子と GAPDHの SDから計算された。 




CV2 = CV12 + CV22 
標的遺伝子値の CV SD は、標的遺伝子値の平均 
 










おいて、検体を 50 mM Tris–HCl、150 mM KCl（pH 7.4）、1％Triton X-100、0.25 mMフェ
ニルメチルスルホニルフルオリドでホモジナイズし、80,000 g（30分、4℃）で遠心分離し
た。ペレットは溶解バッファー（10 nM Tris–HCl、1％SDS、1.0 mM EDTA、10％グリセロー
ル、および 5％2-メルカプトエタノール）で溶解した。ライセート中のタンパク質濃度（4.0 
µl）を Protein 200 Lab-chipキット（Agilent Technologies Inc.）を使用して定量し、





一晩ブロッキングした後、StAR抗体（FL-285、ウサギポリクローナル IgG、Santa Cruz Biotec; 
1：1000に希釈）、P450scc（SC-18043、ウサギポリクローナル IgG、Santa Cruz Biotech; 1：
1000に希釈）、3β-HSD（P-18、ヤギポリ） -クローン IgG、Santa Cruz Biotech; 1：1000
に希釈）、P450c17（SC-46081、ヤギポリクローナル IgG、Santa Cruz Biotech; 1：2000に
希釈）、17α-HSD（M-174、ウサギポリクローナル IgG、Santa Cruz Biotech; PBS-Tでβ-
アクチンポリクローナル IgG（Santa Cruz Biotech; 1：4000に希釈）、室温で 1.0時間オ
ービタルシェーカーでインキュベートした。 PBS-Tで 3回洗浄した後、膜をペルオキシダ
ーゼ結合ウサギ IgG（ICN/Cappel Inc., Costa Mesa, CA）、ペルオキシダーゼ結合ヤギ IgG
（ICN / Cappel）の 1：2500希釈液でインキュベートした。シェーカーで 1.0 時間。 PBS-T





平均の標準誤差が計算され、統計分析プログラム Stat View-J 5.0を使用したスチューデ
ントの t検定またはシェッフェの F検定を使用して比較した。 0.05未満の p値は統計的に
有意であると見なした（Abacus Concepts、Piscataway、NJ）。 
結果 
 胎生期 DBP曝露ラットは、その DBP投与量に関わらず、胎児の体重量自体に影響は与え
なかった(3 章図 1)。産子数、性別の偏りに影響は認められなかった。しかし、精巣の重さ
と大きさは、成獣期以降、時間経過に伴い、対照群と比べて有意に低い値を示した（3 章図
2）。LHレベルが生後 5週齢から 7週齢にかけて有意に低値を示した一方で、9から 17週齢
の間では有意に高値を示した。DBPを胎生期曝露されたラットの LCs内の sER の量は、年齢





構造的な変容が観察される。5週齢 7週齢時点の 100mg/kg胎生期曝露群の LC の内部構造は
通常と異なり多量の滑面小胞体を含む。しかし LCsErsは通常の sERと異なり、たんぱく質
を含有する小胞が存在しない。さらに同領域に粗面小胞体および遊離リボソームはほとん
ど認められなかった（3 章図 5）。sERの総量は 9週齢以降有意な減少を示し、17週齢時点
で観察されなくなった（3 章図 6）。StaR、P450scc、3β-HSD、P450c17それぞれの mRNAの
発現は RT-PCRを用いて評価した。5週齢 7週齢時点で胎生期 DBP曝露群のこれら mRNAの発
現は有意に低い値を示した。9週齢 14週齢、および 17週齢時点では、これら mRNAの発現
量は対照群と比べて有意に高い値を示した。しかし、5、7週齢時点における Hsd3b、Cyp17a1、
Hsd17bの発現レベルに、胎生期 DBP曝露群と対照群間に有意な差は認められなかった(3 章
図 7)。一方で、9週齢以降においては、胎生期 DBP 曝露群は対照群と比較して、有意に低
い発現レベルの値を示した。これら mRNAの発現調節と、たんぱく質の発現レベルの関連性
を精査するために、ウェスタンブロット法を実施した。たんぱく質の発現の量的関連性を












在する。Ivell et al.(2003)は 500mg/kg DBPを妊娠 14.5日齢時から出生後 6日齢までの
間曝露させた Spraque-Daqleyラット個体が、生後 24日齢時および生後 90日齢時において、
精巣テストステロンレベルおよび LC量に違いを示さなかったという報告を上げている。ま
た、Scarano et al (2010)による報告によると、胎生期 14日齢から 21日齢まで 100mg/kgDBP
を曝露させた生後 60日齢 Wistarラットが、対照群と比べ精巣重量および精巣テストステ
ロンレベルに有意な差を示さなかった。Ahmad et al.(2014)の報告によると、アルビノラ
ットに対して 50mg/kgDBPを妊娠 14から 21日齢投与によっても、生後 75日齢時点では、
精巣テストステロンに影響が現れなかったという。それとは対照的に、Giribabu et 
al.(2012)は妊娠 12日齢から 19日齢の間に 100mg/kg および 500mg/kgDBP曝露を施した
Wisttarラットは生後 90日齢時点で精巣重量および精巣テストステロンレベルに有意な低
下を示し、生後 100日齢時点では、LCsに過形成も認められたと報告している。妊娠 12日








であるが(Guribabu et al.(2012))それに加えて、胎児 LCsは成獣 LCsと比較して個体数が
異なること、および研究から、胎生期曝露された胎児とその成獣の LCｓの差異が重要であ
ることが示唆された。 





アンドロステンジオンは 17β-HSDによりテストステロンテロンに変換される。Giribabu et 
al.は 100mg/kgおよび 500mg/kgDBP胎生期曝露(妊娠（妊娠 12日から 19日齢）Wistarラッ
トは生後 100日齢時点で血清 Tおよび精巣 3β-HSD、17β-HSDレベルは有意な減少を示し
たが、若齢期から周産期までの結果は存在しない。Ivell et al.により、胎生期 DBP曝露(妊













receptor homologue-1 (LRH)が LCでのタンパク質の発現に関与することが報告されている。 
 胎生期 DBP曝露は、仔ラットの LCsERに、年齢と関連のある形態学的変化を示した。胎
生期 DPB曝露群ラットは対照群と比較して 5,7週齢時に有意に多くの LCsER が観察される
一方で、9週齢から徐々に sERの総量が減少し、17週齢時点で消失する。さらに、胎生期
DBP曝露群のテストステロン生合成関連遺伝子のダウンレギュレーションは、思春期の前後
























図 1.対照群および胎生期 100mg/kgDBP曝露ラット雄ラットの体重。各群ごとに n=5。 （* p 
< 0.5 Scheffé’s F test)）。 
 
 
図 2.対照群および胎生期 100mg/kgDBP曝露ラット精巣体重。各群ごとに n=5。 （* p < 0.5 
Scheffé’s F test)）。 
図 3.対照群および胎生期 100mg/kgDBP曝露ラット精巣テストステロン値(ng/mg)。各群ごと
に n=5。 （* p < 0.5 Scheffé’s F test)）。 
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図 4.対照群および胎生期 100mg/kgDBP 曝露ラットの単位平方あたりの LC 数。各群ごとに

















図 5.対照群 7 週齢ラットの LC 電子顕微鏡写真。卵形核(N)、sER、ミトコンドリア(矢印)













図 6.妊娠 12〜21日の暴露ラット（100 mg DBP / kg / day）の LCの sERをカウントするた
めに使用した電子顕微鏡写真。定量的に小胞体を測定するために直径 2.0 µm の円（赤い円）
を sERに重ねた。（E）Leydig細胞（LCsER）滑面小胞体の相対量を示すグラフ。 
（A）7 週齢; （B）9週齢; （C）14週齢; （D）17週齢。酢酸ウラニルおよびクエン酸鉛
染色;bar= 1.2 µm。(A)は通常の LCsERを豊富に含有する。(C)は、非拡張槽を含有する LCsER
40 
 
をみとめた（矢印）。bar= 1.2 µm 
 
 
図 7.（A）：StAR mRNA（StAR）、（B）：P450scc mRNA（Cyp11a1）、（C）：3β-HSDmRNA
（Hsd3b）、（D）：P450c17 mRNA（CYP17a1）、（E）：17β-HSDmRNA（Hsd7b）それぞ
れの、対照群と胎生期 100 mg DBP / kg DBP 曝露群ラットにおける発現レベル。mRNA
レベルは、RT-PCR によって定量され、キャリブレーターから標準曲線法を使用して分析さ
れた。各組織の各 mRNA 値は、内因性ハウスキーピング遺伝子 GAPDH に対して正規化さ
れた。年齢相関的な変化を調べるために、対照群の 19 週齢の精巣組織の各値の相対量の 1
倍に設定したキャリブレーター値を適用した。 DBP グループの StAR mRNA（StAR）お
よび P450scc mRNA（Cyp11a1）のレベルは、5、7 週齢の対照群のレベルよりも有意に低
い。DBP および対照群は有意に大きい値を示し、2 つの群の発現レベルは 9、14 および 17
週齢で同等の値に至った。胎生期 DBP 曝露ラット群の 3β-HSDmRNA（Hsd3b）、P450c17 
mRNA（CYP17a1）、および 17β-HSDmRNA（Hsd7b）のレベルは、5 週齢と 7 週齢の対
照群のレベルと同様である。9、14、および 17 週齢の対照群は胎生期 DBP 曝露ラット群よ
りも有意に高かった。胎生期 DBP 曝露ラット群は、5、7、9、14、および 17 週齢で有意









3β-HSD、P450c17、および 17β-HSD 密度比/β-アクチン表す。結果は、各グループの 5
匹のラットのサンプルをスクリーニングすることで得た。各群ごとに n=5。（* p < 0.5 










第 4章「胎生期 DBP曝露ラット精巣 Sertoli細胞の BrdU発現に関する検討」 
 
概要 
 100mgDBP/kg曝露群の精巣 Leydig細胞では成獣期、精細管が Sertoli細胞(St)で占めら











Kramer, and de Rooij 1984)。一方ラットでは、胎児期から生後約 2週齢までの期間が Sertoli
細胞は有糸分裂期を示す。ラットは 15から 18日齢で血液精巣関門が形成されるが、Sertoli
細胞は精子形成を維持するために分化を続ける。ラットは思春期の時期に、Sertoli細胞数
は明らかに減少を示していた(Steinberger and Steinberger 1971; Orth 1982; Orth, 
Gunsalus, and Lamperti 1988; Vergouwn, Jacobs, and Huiskamp 1991; Riera et al. 2012; 
Hu et al. 2014)。成獣期に至ると、季節問わず、Sertoli細胞の数は安定する(Richburg and 
Boekelheide 1996)。Sertoli 細胞の分化は、精子形成細胞が付着する部位が形成するため
に、精子形成に必要不可欠である。Sertoli細胞と精子形成細胞の間の相互作用は、精子形
成のために重要である(Hess, Cooke, and Bunick 1993; Alam et al. 2010)。したがって、
Sertoli細胞の数は、人間を含む動物の精子産生能力を決定づけるといえる(Hess, Cooke, 
and Bunick 1993)。胎生期 DBP曝露が周産期に Sertoli細胞に有害作用を引き起こすこと
が報告されていた。胎生期 DBP曝露が Sertoli細胞の総数を大幅に減らすが、その総数は
思春期までに回復を示した(Kleymenova et al. 2005; Hutchison et al. 2008; Auharek et 
al. 2010; Rodriguez-Sosa et al. 2014; van den Driesche et al. 2015)。ただし、思春
期後から成人期までの胎生期 DBP曝露ラットの Sertoli細胞の変化に関するデータは、不
十分であると考えられる。そのため胎生期 12日齢から 21日齢まで DPB100mg/kgを曝露し
たラットの 7、9、14、17週齢時点における Sertoli 細胞の形態学的変化を調査した。 
 
手段と方法 
 DBP (99.8% pure)は Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI)から購入した。生後 8週齢







50、100mg/kg/day)を混合した 0.5mlのコーンオイル(Nacalai Tesque INc.,Osaka,Japan)
を 4つの群の妊娠ラット（1群あたり 5頭）に妊娠 12日齢から 21日齢の間に経口投与(i.g.)
した。新鮮な溶液を毎朝に調製し、午前 9時に投与した。レジメンは、100mg/kg/dayDBP胎
生期曝露群が有害な影響を与えると報告した研究に基づいて作成した(Mylchreest et al. 
1999; Barlow and Foster, 2003; Wakui et al, 2013,2014)。生まれた仔は出生時に体重
を測定し、性別判断を行った。DBP、コーンオイルを投与されていない母ラット 1匹につき、
4 匹の雄と 4匹の雌で計 8匹の子供を割り当てた。リッター調節で数を調節した。生後 21
日目に離乳を行った。仔ラットは、ポリカーボネイトケージにて飼育を行い、床に敷いた
木材チップは 5日ごとに交換した（1ケージあたりに単一性別の 4頭を飼育）。5、7、9、14、





ィンおよび水和後、厚さ 4 µm の切片を作成し、4切片×20ラット×2精巣= 160の顕微鏡
スライドを 0.3％H2O2 で処理（10分）し、リン酸緩衝生理食塩水中の 10％ヤギまたは馬血
清でブロックした（PBS、10 mM KPO4、150 mM NaCl、pH 7.4; 20分）。に、切片を PBSで洗
浄し、ビメンチン抗体（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO； 20倍に希釈）で 12時間処理し
た。ビメンチン抗体は、ビオチン化 IgG（Vector Laboratories, Burlingame, CA、100倍、
3.0時間）で検出され、ABC-ペルオキシダーゼ染色（Vector Laboratories）およびジアミ





胞の数を、画像分析(Nikon Coolscope, Tokyo, Japan)を用いて数えた。各精巣切片の精巣
横断面における STおよびビメンチン陽性 Sertoli細胞の総数を定量化した。 
7、9、14、17日目の増殖 Sertoli細胞の免疫組織化学的検出のために、5匹の対照ラッ










クローナル抗体(ab623; Abcam, Cambridge, United Kingdo)とインキュベートした。 。過
ヨウ素酸シッフ染色を使用して、対比染色を実施した 
 次に、各精巣において、Coolscope（Tokyo, Japan）を用いて STごとに BrdU 陽性 Sertoli
細胞の数をカウントし、BrdU陽性 Sertoli細胞/（BrdU陽性 Sertoli細胞+ BrdU陰性 Sertoli
細胞）の割合を計算した。BrdU染色は核に局在し、Sertoli細胞数の検証は専門的な診断
方法を用いて検証を行った。BrdU陽性細胞は、細胞周期のうち S期（DNA複製期）の Sertoli
細胞を指し示す。核に局在する BrdU陽性 Sertoli細胞の形態は、成熟 Sertoli 細胞とは異
なっていた。BrdU陽性細胞の核は比較的大きく、他の精子形成細胞と比較してかなり異な
っていた。4人の病理学者（S.W.、E.K.、H.T.、H.I.）が、BrdU陽性細胞と BrdU 陰性 Sertoli
細胞をカウントした。Tおよび FSHレベルは、各週齢の群ごとに、5匹の雄ラットの個々の
精巣を採取し、放射免疫測定法を使用して測定された(Mylchreest et al. 1999; Fisher 
2004; Wakui, Muto, et al. 2012; Wakui, Shirai, et al. 2013)。解剖後、精巣を組織に
細断し、液体窒素で凍結し、分析まで-80±10℃で保存した。ラット T ELISAキット（ab108666）
およびラット FSH ELISAキット（kt-15332）を使用した。精巣を解凍し、個別にホモジナ
イズした（500 µl PBS、pH 7.4）。この溶液をジエチルエーテル（2.0 ml）で抽出し、振盪
（5.0分）し、ドライアイスにて冷却したメタノールに入れた。抽出物の水でない部分を除
去し、ドラフト内で一晩乾燥させ、アッセイバッファーで再構成した。検出は 1精巣あた
り 40 pgであった 。統計コンピューター分析システム StatView-J verson5.0（Abacus 
Concepts Co. Ltd.)を使用して、Scheffé の F検定（p <.05）を実施した。 
 
結論 
 胎生期 DBP曝露ラットは、その DBP投与量に関わらず、胎児の体重量自体に変化は認め
れられなかった。生まれてくる仔ラットの頭数と性別の偏りにも、影響は認められなかっ
た。対照群と比較して特徴的な構造学的変化は胎生期 100mg/kg DBP 曝露群でのみ認めら
れた。9 週齢時までの仔ラットの精巣重量は、胎生期 100mg/kgDBP 曝露群と対照群の間で
有意差は認められなかった。しかし 14 週齢 17 週齢時点で、胎生期 100mg/kg DBP 曝露群
ラット精巣の大きさ、体重あたりの精巣重量は、対照群と比較して、有意に低下すること
が明らかになった(1 章図 1)。通常の LCs は辺縁部にヘテロクロマチンを含有し、丸く、卵
形の核小体を中央にもつ。さらに豊富な sER が細胞質微細構造として嚢状に拡張し、幅広
く分布している (3 章図 1) 。一方で、9 週齢以降の胎生期 100mg/kgDBP 曝露群 LCs では、
異常所見が観察された。内部に多量の sER を有するが、sER の形態は、たんぱく質を含有





合、微小管束、細胞突起、繊毛が認められた。また 9 週齢以降で、胎生期 100mg/kgDBP
曝露群精巣では異形成 LCs の過剰増殖が認められた。加齢に伴い、sER の消失を伴う精巣
の萎縮が観察され、LC 中の細胞の数の増加が観察された。LCs 中の sER の密度は 9 週齢
から減少を示し、14 週齢時点では sER がほとんど観察されなかった。17 週齢時点では、
LCs 中に sER は観察されなかった。9 週齢から 14 週齢の sER の相対量は、5,7 週齢時点の
観測と比較して、有意に低い値を示した。胎生期 100mg/kgDBP 曝露群の精巣では、精細
管退縮が認められた。退縮した精細管のうち、精子形成が認められない精細管の数は少な
かった。重度に変性した LCs は精細管に囲まれ、凝集していた。LCs 中には核小体および
豊富な好酸球性細胞質を伴う大きな卵形核が認められた。 
 精巣あたりの ST の直径と数を評価した。ST 数は、7 週齢と 9 週齢で統計的に類似して
いたが、14 週齢と 17 週齢時点で対照群より有意に多くなった。対照的に、14 週齢 17 週齢
では、平均 ST 直径が対照群よりも有意に短かった（p <.05）。ビメンチン染色より、1ST
あたりのビメンチン陽性 Sertoli 細胞の数は 7 週齢と 9 週齢時点で類似していたが、14、17
週齢時点で DBP 曝露群は有意に高い値を示した。Sertoli 細胞の総数は 14 週齢、17 週齢で
有意に高い総数を示した。BrdU 免疫組織化学染色により、1ST あたりの Sertoli 細胞数、
すなわち BrdU 陽性細胞は、7 週齢と 9 週齢の間で有意差は認められなかったが、14、17
週齢では胎生期 DBP 曝露群が統計的に有意に高い値を示した（p <.05）ことが明らかにな
った。BrdU 陽性 Sertoli 細胞/Sertoli 細胞の比率を確認すると、7、9 週齢時点で差は認め
られなかったが、14、17 週齢時点で統計学的に有意に高い値を示した（p <.05）。胎生期
DBP 曝露群は 7,9,14,17 週齢において、対照群よりも有意に低い T レベルを呈したが、血




る(Fisher 2004; Wakui, Muto, et al. 2012; Wakui, Shirai, et al. 2013; Motohashi, Wempe, 
Mutou, Okayama, et al. 2016; Motohashi, Wempe, Mutou, Takahashi, et al. 2016)。3 週
齢のラットを DBP（500 mg / kg）に曝露すると、精巣萎縮を伴う精子形成の失活が報告さ
れている（Alam et al. 2010）。この研究では（1）精巣重量/体重比の変化を伴う有意な精巣
萎縮および（2）加齢とともに ST 数および直径の有意な減少（14、17 週齢時点で観察）が
明らかになった。しかし、胎生期 DBP 曝露により誘発される精子形成への影響メカニズム
は完全には解明されていない(Alam et al. 2010)。フタル酸エステル曝露による特定の生化
学的形態学的変化の様相から基づいて、多くの研究者はフタル酸エステルが Sertoli 細胞を
標的にする可能性を推測した(Richburg and Boekelheide 1996; Boekelheide et al. 2009)。




減少したが、3、4 週間で正常レベルまで回復した(Kleymenova et al. 2005; Hutchison et al. 
2008; Scott et al. 2008; Auharek et al. 2010; Rodriguez-Sosa et al. 2014; van den 
Driesche et al. 2015)。 
 今回の実験は２つの処置群からなりたつ。一つの群は対照群(コーン油のみ投与した対照
群。F0 20 匹から F1100 匹を得た)。もう一群は胎生期 100mg/kg/dayDBP 曝露群(妊娠 12
日齢から 21 日齢まで経口投与。F0 20 匹から F1100 匹を得た)である。仔ラットの体重、
生存率、性比、および生まれてきた個体数は、2 群間で有意な差は認められなかった。しか
し 14、17 週齢時点で、DBP 曝露群の大きさは対照群よりも有意に小さく、精巣萎縮を示
していた。DBP 投与群の ST 数は、14 週齢と 17 週齢のより有意に大きかった。対照的に、
14 週齢と 17 週齢では、平均 ST 直径が対照群よりも有意低かった。最大の精巣横断面を観
察すると、ST の量の増加は、ST の直径の縮小と関連があることが確認され、また精巣萎
縮が確認された。さらに、14 週齢と 17 週齢では、DBP 曝露群における Sertoli 細胞の総数
が有意に高かった。BrdU 免疫組織化学染色により、1ST あたりの Sertoli 細胞数（BrdU
陽性細胞）は、14 週齢と 17 週齢の DBP 投与群で有意に高いことが明らかになった。 1ST
あたりの Sertoli 細胞数の増加は、精巣萎縮の結果であると推測される。さらに、細胞あた
りの細胞増殖の程度を調査するために、BrdU 陽性 Sertoli 細胞/合計（BrdU 陽性+ BrdU
陰性）Sertoli 細胞比をプロットした。比率は、14 週齢と 17 週齢の胎生期 DBP 曝露群で有
意に高かった。胎生期 DBP 曝露群ラット T レベルは 7,9,14,17 週齢時点全ての時点におい
て有意に高い値を示した。胎生期 DBP 曝露は Leydig 細胞機能障害を引き起こし、T レベ
ルを低下させることが報告されていた(Wakui, Muto, et al. 2012; Wakui, Shirai, et al. 
2013; Shirai et al. 2013; Motohashi, Wempe, Mutou, Okayama, et al. 2016; Motohashi, 
Wempe, Mutou, Takahashi, et al. 2016)。精巣 T は精子形成の決定因子であり、Sertoli 細
胞のアンドロゲン結合たんぱく質と結合して糖たんぱく質(βグロブリン)を生成する。T お
よび FSH レベルの値が有意に低いと、精子形成能が低下することが報告されている(Orth 
1982; Sharpe et al. 2003; Chaudhary et al. 2005)。一方で、Sertoli 細胞は
3,3′,4,4′,5-pentachlorobiphenyl (PCB126)の胎生期曝露により成獣ラットの体内で増加
することが報告されているが、T および FSH 濃度は対照群と変わらなかった(Wakui, 
Takahashi, et al. 2012)。今回、血清 FSH レベルは、7、9、14、および 17 週齢時点で胎
生期 DBP 曝露群は有意に高い値を示した。本検討により、胎生期 DBP 曝露が、ラットの
思春期から成獣期にわたり Sertoli 細胞を有意に増加させ、精巣 T の有意な減少と血清 FSH
の有意な増加を示すことが明らかとなった。 













(G)精細管あたりの BrdU 陽性 Sertoli 細胞の数(H)BrdU 陽性 Sertoli 細胞数/( BrdU 陽性






(A)7 週齢時点での対照群ラット精巣ビメンチン染色。ビメンチン陽性 Sertoli 細胞が認めら
れる(bar=50μm)(B)7 週齢時点での胎生期 DBP 曝露群ラット精巣ビメンチン染色(bar=50
μm) (C)9 週齢時点での対照群ラット精巣ビメンチン染色(bar=50μm) (D)9 週齢時点での
対照群ラット精巣ビメンチン染色(bar=50μm) (E)14 週齢時点での対照群ラット精巣ビメ
ンチン染色(bar=50μm) (F)14 週齢時点での胎生期 DBP 曝露群ラット精巣ビメンチン染色
(bar=50μm) (G)17 週齢時点での胎生期 DBP 曝露群ラット精巣ビメンチン染色(bar=50μ
50 
 
m) (H)17 週齢時点での対照群ラット精巣ビメンチン染色(bar=50μm) 
 
図 3.(A)対照群ラットの 7 週齢時点の BrdU 染色。BrdU 陽性 Sertoli 細胞(黒矢印)(bar=2μ
m) (B)胎生期 DBP 曝露群ラットの 7 週齢時点の BrdU 染色。BrdU 陽性 Sertoli 細胞(黒矢
印)(bar=2μm)(C)対照群ラットの 9 週齢時点の BrdU 染色。BrdU 陽性 Sertoli 細胞(黒矢
印)(bar=2μm)(D)胎生期 DBP 曝露群ラットの 9 週齢時点の BrdU 染色。BrdU 陽性 Sertoli
細胞(黒矢印)(bar=2μm)(E)対照群ラットの 14 週齢時点の BrdU 染色。BrdU 陽性 Sertoli
細胞(黒矢印)(bar=2μm)(F)胎生期 DBP 曝露群ラットの 14 週齢時点の BrdU 染色。BrdU
51 
 
陽性 Sertoli 細胞(黒矢印)(bar=2μm)(G)胎生期 DBP 曝露群ラットの 17 週齢時点の BrdU
染色。BrdU 陽性 Sertoli 細胞(黒矢印)(bar=2μm)(H)胎生期 DBP 曝露群ラットの 17 週齢









































異形 Leydig細胞過形成と精細管の退行変性が認められた。また(2)過形成 Leydig細胞は ER
αの増加と ERβと AR の減少を示す異形 Leydig細胞であった。さらに(3)ステロイドホルモ
ンの産生に関与する sERは成獣期に顕著に減少した。テストステロン合成関連酵素の発現
への障害は、思春期には sERに分布する関連酵素が抑制され、成獣期では Mt に分布する関
連酵素が抑制されることが明らかになった。また(4)成獣期に認められる退行変性を示す精
細管は、Sertoli細胞の細胞分裂増殖を伴うことが明らかとなった。 
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